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その1.初速度測定法および反応停止測定法
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要 量
車清 alkalinephosphatase活性は通常人工基質を用いて測定されている。これらの基賓の
中で一次発色基質である p-nitrophenylphosphate (pNPP)および phenolphthaleinmono-
phosphate (PMP)の2蓮類の基質を同一反応液中で技用するこ基費同時測定法を考案した。
この方法は基質緩衝設に試料を加えて， pNPPから酵素反応により遊離した p-nitrophenolを
波長 402nmで測定し，続いて PMPから遊離した phenolphthaleinを553nmで測定する。
それぞれの基質に対する AI-P活性に相当する吸光度変化(L1E/min)を求め，その活性比すな
わち pNPPjP.MP比を計算する。本法における基質濃震は二基質が alkalinephosphataseに
対して競合することを期待して，それぞれの基質に対する Km笹附近の濃度に設定した。この
方法を使用することによ担 pNPP/PMP比が試料の種類によ予異主る結果を得た。各蓮試料に
ついて pNPPjP挺 P比を求めたところ，肝抽出酵素:3.5， 小売血請〈骨聖榎並試料): 3.8-
3.9，胎盤抽出酵素:2.4， 小腸粘摸抽出酵素: 0.9で、あった。このことから本法を使用して 
pNPPjPMP比を求めることにより， alkaline phosphatase isozymeの分加ができる可能註が
示唆された。 なお本法は小腸型 alkalinephosphatase isozymeにおいて著しく低い pNPPj 
PMP比を与えた。このことは本法によって微量のふ腸聖 isozymeの検出ができることを意味
する。
更に本法は alkalinephosphataseの分別のみならず， 複数の基質を槙用して複数の酵素を
同一試験管内で測定できる可能性をも示唆している。 
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略語一覧:	pNPP: p-nitrophenyl phosphate，PMP: phenolphthalein monophosphate，M. 
W.:分子量， AI-P: alkaline phosphatase，AMP: 2・amino-2・methy-1-propanol
種類，援衝設の種類iこより特異性が異主る点について多
序文 くの報告がある1・3)。その中で一次発色基質である? 
血清 alkalinephosphatase (EC 3.1.3.1 orthopho・ nitrophenyl phosphate (以下 pNPP)および phenol-
sphoric monoester phosphohydrolase，以下 AI-P)活 phthalein monophosphate (以下 PMP)の二基質を同
性の裁定iこは遥常人工基質が患いられているが，基震の 一試験管内において Km~宜的近の基質濃度で同時に競
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62 中
合反応させることにより， 基質骨異性を和用して AI-P
を分耳目挺定する方法を考案した。この累理に基く測定法
は応用目的に応じて 3彊類の誤，IJ定方法が成立する。以下
その挺定法および検討結果について報告する。
実験材料および方法
1. 護用試薬 pNPP:和光範薬工業，第一化学薬
品， Boehringer班 annheim GmbH; PMP: Sigma 
Chemical Co.; 2-amino-2・methyl-1-propanol(以下 
AMP) :和光純薬工業，東京化成工業， Sigma Chemi-
cal Co. ; Titan m1so Cellulose Acetate Plate: 
Helena Laboratories ;他の試薬はすべて和光純薬工業
から入手した。 
2. 試科 AI-P isoz戸lerich sera :日常患者検体の
中から電気泳動法を用いて選別した。組織由来粗製醇
素:部検より持たヒト臓器から下記の手法に従って調整
した。肝由来酵素:Sugiuraら4)の方法のうちブタノー 
Jレ描出，アセトン沈殿，硫酸アンモニウム分画による部
分的精製を実強，小腸由来酵素:Sugiuraらのの方注の
うちブタノー ノレ抽出， アセトン沈殿を実趨， 骨由来酵
素:Singh and Tsangめの方法のうちブタノール抽出，
アセトン沈殿を実撞，胎盤由来酵素:精製酵素を和光結
薬工業より入手，コントローノレ物質:精度管理用として
乱10N1-TROL豆 Chemistry Control (DADE)，Q-
PAK-Chemistry担 ulti -Enzyme (Hy lanめを使用。
すべての巌器富来酵素は電気詠動法によりチェックし，
易動震が退去の報告と一致することを確認した。なお 
MONI-TROL nはヒト胎盤由来 isozymeを， Multi-
Enzymeは動物小揚由来 isozymeを含んでいることが
知られている。 
3. 使罪機器 E立-124型?亘謹セルホルダー付ダブル
ビーム自記記録充電分光光度許〈日立製作所)， Gilford 
staser m Spectrophotometer (Gilford Instrument 
Laboratories)，Centri五ChemSystem 300 (Union 
Garbide)，LKB 8600 Reaction Rate Analyzer(LKB・ 
Producter AB)，ZIP ZONE Phosphatase Isozyme 
Kit (Helena Laboratories). 
それぞれの試薬の最終濃震C定試薬反応液中IJ翠， 4. 
は AMP緩衝液:0.3 mol/l (pH 10.3 at 250C)，Mg-
Cb: 0.5 mmol/l，pNPP: 0.5 mmoljl，P説P: 1.0 
mmol/lとする。 しかし少数の試料を連日演定する場合
は方法(1)，多数の試料を同時諒定する場合は方法(2)，抵
活性から高活設の広範囲にわたる試料を同時測定する場
合は方法(s)を使思し，試薬試下記のように調製する。
方法(1): 1)緩密液。 AMP0.33 mol/l，MgCb 0.5 
甫 
mmol/l，pH 10.3 (at 250C)に主るように調製する。 
MgCbは予め少量の蒸留水に溶解しておいたものを
加える。 pHは HClを加えて調節するが 1，000詑 1 iこ
対し 1NHCl約 84mlを芸、要とする。 2)基費諸事法。 
pNPP 8.25 mmol/l，PMP 16.5 mmol/lの二基質混合
本法液を少量調製し論蔵保存する。
方法(2):基費緩笥設。 AMP0.31mol/l，MgCh 0.517 
mmol/l，pNPP 0.517 mmol/l，PMP 1.03 mmol/l，pH 
10.3 (at 250C)の二基質混合基実接種液を調製する。
調製にあたっての、注意は方法(1)に準じる。用時調裂。
方法(3): 1)基質緩欝液。方法的と詞じものを費用。 
2)反応需止液。 AMP0.3 mol/l，pH 10.3， 1. 0mol/l 
NaH2P04で p豆 10.3に調節する。 
5. 操作法方法(1):光路長1.0cmの諜準キュベッ
トに緩衝液3.0担 lを採取し， 370C ~こ予錆加温。 この
諮液に試料 100，ulを加え，更に予備加温した基質溶
液 200μlを加えて波長 402nmで1分間の鼓光度変化 
(L1E/min)を求める。波長を 553nmに変え，同様に 1
分間の吸光震変危(L1E'/min)を求める。 402nm(pNPP) 
と553nm(PMP)のそれぞれの吸光度変化から pNPPj 
PMP比を計算する。
方法的:基質援衝液3.0mlをキュベット中で 370Cに
予備加温し， この落液iこ試料 100μ1を加えて方法(1)と
同様に pNPP/PMP比を計算する。
方法的:表1の手J(翼に従って実施する。
なお本論文の実験は吾的に応じて各方法を使用した。
実験成績
1. 波長吸較特性図工は p-nitrophenol，phenolph-
Table 1. Procedure of the Determination 
of pNPPjPl¥在P Ratio by Fixed 
Time Method 
Sample 
Sustrate-Buffer 3.0ml
叫一山 
Pre-incubate in 370 C water bath 
Sample O.lml 
Mixed well. Incubate at 370C for 15min. 
Color Stabilyzer 3.0ml 3.0血 1 
Sample O.lml 
Mix wel1.Read Extinction of Sample (E) and 
Blank (Eo) at both 402 n血 and553 nm. 
Calculate pNPP/PMP ratio from L1E(E-Eo) 
0.4 
0.2 
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thaleinの各 20pmol/l (pH 11.0)の吸収曲線である。 
p-ni trophenolは 402nmに， phenolphthaleinは 553 
nmに最大吸収を有し，それぞれの最大襲攻波長におい
て相互需に干渉を与える大きな吸収は見られ主い。 
2. 緩笹i在濃震の効果各種試料中の Al・P活性に対
する緩欝液濃震の効果を検討したところ，基費の種類，
試料の種類により多少異なる傾向が見られ 0.3mol/l以
上の高濃度において阻害傾向を示すものがみられた。 
E6 	 Phenolphthalein( 20ぉmol/I) 
0 
p-N itrophenol( 20 jJmol/l) 
た。 
5. 基質に対する Km檀臓器出来欝素を試料とし
て pNPP，PMPに対する見掛けの Km~痘を Line­
weaver-Burk plotから求めて表2に示した。 pNPP Iこ 
E Substrate: PM P ・ Li官呈 rrich 
• Placenta rich 
400 500 600 
nπz 
Fig. 1. 	 Absorption Spetra of p-Nitrophenol 

and Phenolphthalein. 

p-Nitrophenol has a maximum absor-
bance at 402 nm，and phenolphthalein 

at 553 nm in AMP bu宜er(pH 11.0 

at 250C). Absorbance of p-nitrophe-
nol at 402 nm is not much a査ected
 
by the presence of phenolphthalein 

because of its low absorbance at the 

wave length. 

E ISubstrate: pNPP • Uver rich 
0.8 	 • Placenta rich 
I ntestine rich . 
o Bone rich 
0.6 
0.4 
0.2 
9 	 10 11 
pHat 2SoC 
Fig. 2. Effects of pH on Alkaline Phospha-
tase Activity. 
Assay conditions: 0.3 mol/l AMP bu-
宜er，0.5 mmol/l MgCb，0.5 mmol/l 
pNPP and temperature of 370C. An 
arrow shows the pH of the assay 
mixture of the present method. 
3. pHの効果図2は pNPP(0.5祖国01/1)にお母
る pH-活性曲線である。至適 pHは試料の種類により
多少異なり，月干，骨，小揚 richseraでは pH10.1前
近に，胎盤型で辻 pH10.3荊近iこ最大活性がみられた。
菌 3は PMP (1.0 mmol/1)における pH-活十生曲隷で、あ
る。但し phenolphthaleinは pK=9.7であることか
ら連続計測法では実験できないため，アルカリ添加によ
る友広停止法のデータである。 pNPPと同様試料の撞
類により異なり，好，骨，小腸では pH9.8附近に胎
盤型では p註 10.1隙近に最大活性が持られた。 
4. MgClz濃度の結果 AI-P活性に対する MgCb
譲度の効果は基質および、試料の種類によ哲多少異なる
が，いずれも 0.5mmol/lで十分量である結果が得られ
0.3 	 。Bonerich 
.，.二三-0-ーー‘週h
0.2 〆/て......-"-一子ご'~J
_，:"，-;'/ ...~..........;a. ---"..........~;寝入
O"，/ ___.戸ー ・ー--..句、、酒、
、'~~ 
0.1 
Intestine rich . 
9 10 11 
pH at 250 C 
Fig. 3. E証ectsof pH on Alkaline Phospha-
tase Acti vi ty. 
Assay conditions: 0.3 mol/l AMP bu-
ffer，0.5 mmol/l MgCb，1.0 mmol/l 
PMP and temperature of 370C. These 
data were obtained with the addition 
of alkali to reaction mixture because 
the pK of phenolphthalein was 9.7. 
An arrow shows the pH of the assay 
mixture of the present mξthod. 
Table 2. Michelis Constants (km) of 
Alkaline Phosphatase 
pNPP PMP 
Liver 3.3 X 1Q-4mol/1 1.1 X 10-3mo1!1 
Bone 2.9 X 1Q-4mol/l 1.4X 10-3臨 01/1 
Placenta 2.3x1Q-4mol/1 9.5X 10-4moI!1 
Intestine 3.1 X 1Q-4mol/l 2.8x 10一岳民01/1 
AMP buffer: mol/l，pH: 10.3 at 250C 
MgCb: 0.5 mmol/l 
• 
• 
• 
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PMP are di旺erentwith the kind of 
sample. Especially，the di宜erenceof 
:・〉1.0 ; 
the ratio in each sample in enlarged 
-ー一・ liver-Placenta 
.--. Liver -Intestine 
within the range of arrows. 

対する Km笹は各試料とも 0.2....0.3mmol/lのオーダ Liver 100
 切干印 025 % 
でー， PMPに対しては小腸が pNPPに近鼓している Placenta -士 Intestine v 75 100 % 
以外は工 mmol/lのオーダーであった。 
6. 混合基震における基賓濃度の効果 函4は PMP
濃度をその Km値附近の 1.0mmol/lfこ画定し， pNPP 
濃度を変化させて混合基震とした場合のそれぞれの基質
に対する各試料の AI-P活性を p[SJ・活性曲線で示し
たものである。図からも明らかな議iこpNPP濃度の上
昇とともに各試料の Al・P活性誌上昇し，一方 PMPfこ
対する AI-P活性は当黙のことながら pNPP濃度の上
昇とともに低下している。 しかL各試料毎の pNPPに
対する AI-P活性と P挺 Pに対する AI-P活性の比率
をみると試料毎に梧違を示し，特に矢印で示した pNPP
の低譲度域において詑率の差が大きくなっていることが
分る。 
7. 混合基霊による担害の彰式二基質を混合した場
合の各基質の桔互の担害の形式を知るために Linewea-
ver-Burl王 plotを用いて検討を行ったところ， PMP tこ
対する pNPPの迫害の形式は競合陸害であり， pNPP 
Fig. 5. Variations of pNPP/PMP Ratio with 
Proportional Mixing of Two Samples. 
Enzyme from liver was mixed with 
placental enzyme or intestinal enzy-
me and the pNPP/PMP ratio was 
determined. 
に対する PMPの阻害の形式は混合阻害を示した。 
8. 各種試料における pNPP/PMP主主方法(1)の操作
法iこ従って実撞し，各種試料の pNPP/PMP比を求め
たところ，表3に示した結果を得た。各試料毎にその比
は多少異なっており，特に小腸型 isozymeを含む試料
において詰組の試料の比iこ比べ著しく低い pNPP/PMP
比を得た。 
9. 試耕の混和と pNPP/PMP比国5は2試料を桔
互に混和し， その各混和試料における pNPP/PMP比
を求めて図示したものである。肝ー胎盤型混和試料では
給盤型が 25%以上混在すると pNPP/PMP比はほぼ直
AEjmin 
一ー pNPP
-- PM P ( 1.0 mmol/I，fixed ) 
liver rich 0.15Placenta rich 
Intest ine rich 
晶、Y4¥J¥島¥、車企
0.10 
0.05 
』・~こま三三三.~1 
4 3 2 
p[s] pNPP 
Fig. 4. E百ectsof pNPP Concentration in the 
Fixed P瓦1PConcentration on Alka-
line Phosphatase Activity. 
p[SJニ・log[SJ. [SJ shows the pNPP 
concentration in mol/l. 
Solid lines show the hydrolysis of 
pNPP and broken lines show the 
hyclrolysis of PMP. The ratios of 
the hydrolysis of pNPP to that of 
Table 3. pNPP/PMP Ratio in Various 
Samples 
tNPP/P1在PRATIO 
Source Ratio 
Liver 3.5 
Bone rich sera (Pediatric Pt.) 3.8-3.9 
Placenta 2.4 
Intestine 0.9 
Kidney 3.3 
本Monitrol CPlacenta) 2.6 
本主在ulti Enzyme C Clntestine， 
Animal) 0.8 
本 Control 
pNPP/PM 
3.0 
2.0 
65 二基質問時測定法とアルカリホスファターゼ 
線的に低下している。一方，肝一小腸型混和試料で誌小 3.0以下となる。 
腸型の増加とともに pNPP/PMP比は著しく低下し，下 10.反応停止液添彊後の発色の安定性方法(3)におけ
方に響曲している。また小揚型が 10%存在しても比は る反窓停止設の添加後の発色の安定住を MONI-TROL 
I，Multi-Enzyme を試料として検討したところ， 
E Ratio 
pNPP，PMPの吸光度およびそれぞれの富検ともに時pppo-OB p R NMa
U
0.3 
か-一一一一-0-一喝-ー で>-==き 0，5 
0.2 0.4 
0.3 
・ 
1。盆 。
.2 
間の経過に伴い僅かながら吸光麦の上昇がみられたが60
分以内で、は誤差の範居内にあった。 
11.方法 (3)の比色時の湿震の影響図6は方法(3)の
比色持における温度の影響を pNPPか与遊離した p-
nitrophenol，PMPから遊離した phenolphthaleinの
吸光度および pNPP/pMP比について検討した結果で 
ある。 p-nitrophenolの扱光度は誼度の上昇に伴い僅か
ながら上昇し，一方 PMPの吸光震は低下し結果として
pNPP/PMP比は温度の上昇iこ伴い上昇した。 
12.検体諦釈における蓋線性と pNPP/P彊P比函7
0.1 
Temperature( oc ) 
Iibrated Indicators. 
ple. Absorbances of librated p-nitro・ 
phenol and phenolphthalein were de-
・ -
3725 30 32 
Fig. 6. In of Temperature the韮uences on 
Partially hydrolyzed substrate-bu査er 
solution was used directly as a sam-
termined by changing temperature. 
NMa・pPR-・
 
E ISample: MO~トTROL1 ppo Ratio 
C
は胎盤抽出欝素を蒸留水で段階稀釈を行い， pNPPおよ
び PMPの15分間における吸光麦変化とそれぞれの試料
諜度における pNPP/PMP比を図示したものである。稀
釈率 1九_1/8まで pNPP，PMPともにフ。ロットはほぼ直
線を示し， pNPP/PMP比も変化しないことを示してい
る。図iこは示さなかったが，試料として MONI-TROL 
I，Multi-Enzymeを使用した場合も同様の結果を得
た。 
13. pNPP/PMP比の精度 コントロール試料を用い
て方法(1)，(2)，(3)のそれぞれの瀦定法の測定靖度を検討し
次の結果を得た。同-sに行った方法(1)の同時再現性は 
0.4 E在ONI-TROL I :n=lO，玄=2.72，SD=0.096，CV= 
3.0 3.5%，Multi-Enzyme: n=10，玄=1.01，SD=0.015， 
CV=1.5 %。実験毎に新しく試薬調整を行った方法(2)
0.3ト 璽---..一一一一・---------プ一一一司 
2.0 
0.2 
1.0 
0.1 
始 Y1ち包 Y4 
Dilution 
Fig. 7. Relationships between Absorbance 
and pNPP/P討 P Ratio by Dilution 
of Sample. Sample was diluted with 
distilled water and the AI-P activity 
and pNPP/PMP ratio were deter-
mined by the method (3). 
の日差再現性は院ONI-TROLI :n=12，玄ニ2.60， 
SD二 0.096，CV= 3.7%，Multi-Enzyme: n= 12， 
孟二0.89，SD=0.051，CVニ5.7%。方法的の同時再現 
4性は h主ONI-TROL亘:n=10，x=2.64，SDニ0.13， 
CV=4.9弘， Multi-Enzyme: n 10，x=0.87，SDニ二 
0.01， CV=l.l%であった。
考察
複数の基質から遊離する基を同一試験管内で同時にし
かも連続計挺法で部定するには一次発色基質が望まし
い。現在使用可能主一次発色基賓には pNPP，PMP， 
thymolphthalein monophosphate (TMP)があるが，
それぞれの基質から酵素反þt:~こより遊離する p-nitro­
phenol，phenolphethalein，thymolphthaleinの pKは
それぞれ7.15，9.7，10.7であることから，本法の測定 
pH 10.3における解離震を考震に入れて今毘詰 pNPP，
66 中 
P忌1Pの二基質を選択した。これらのこ基質から遊離す
る基はそれぞれ最大渡収波長において相互に大きな干渉
を与えないことから同一溶媒中において波長を変えるこ
とによ担分別測定が可龍で為る。
本法iこ使患する緩衝設は AMP緩衝液を用いている
が， transphosphorylation2)による AI-P反応速度促進
による感度の上昇もあいまって近年 amlne緩第授の使
用が主流を占めている1・8)ことと， amine緩衝液のうち 
AMPが pNPPと PMPの両者を比較する上で適当な
活性が得られることによる。緩欝液護震は試料の種類に
より 0.3mol/l以上の濃度において盟害を示すものがあ
ることから，各試料，基質において最大活性を示す 0.3 
mol/lを費用した。この結果は Bめsonらへ Bowers
ら1)の報告とも長く一致している。緩蕎液の pHは本
法では10.3とした。 AI-P~こ対する pH の効果は同一試
料，緩衝液，基質を患いても基質濃震の上昇に伴い至適 
p宜がアノレカリ{員IHこ移行するという報告がある130 著者
も pNPP，P話 Pについてこの傾向を認めている。更に
試料の種類により至適 pHが異なる。著者の実験では 
pNPP (0.5mmol/l)において pH10.1-10.3の結果
を得た。本法は Km~藍附近の基葉濃度を技用している
ことから， 従来の報告と直接比較はできないが， AMP 
緩衝液， pNPPを用いた場合の報告1)も考慮に入れて 
pH 10.3とした。 PMP (1.0mmol/l)についても同様
に試料の種類によヲ異なり pH9.8-10.1の広範囲に及
んだ。しかし再一試験管内で詞時測定することから 
pNPPと同ーの pHとした。 phenolphthaleinの pK
は 9.7(pH 9.7において 50%解離〉であることから， 
p五 10.3において辻80%解離の条件で務定していること
になる。 
Mg2濃度については 0.5担 mol/lで十分である結果
が得られたことから 0.5mmol/lとしたが， この濃度は
通常用いられている濃慶1，8，沿と良く一致している。
二基質を詞ー酵素に対して競合させるiこはそれぞれの
基質に対する Km値陪近の濃度を用いることが望ま
しいと考え，本主主の pH，緩衝液の条件下で各種試料の 
pNPP，PMPに対する Km値を求めたところ， pNPP 
に対しては各試料とも同一オーダー (0.2-0.3mmol/l)
で， PMP fま小腸(粘膜〉が pNPPと近叡している以
外は同一オーダー(約 1mmol/l)であった。このデータ
を基礎として PMP濃度を1.0mmol/lに昌定し， pNPP 
諜度を変化させてこ基糞混合試薬を作製して pNPP， 
PMP~こ対する AI-P 活性を求めたところ，予期した知
く pNPPの低濃度域 (0.16-0.63mmol/l，p(SJ :3.8 
...3.2)の範囲において pNPPと PMPに対する AI-P
甫
活性の比 (pNPP/PMP比〉の試料による差が拡大される
結果が得られた。またこの pNPP濃変範囲における各
試料の pNPP/PMP比を求め，月子 richse主aの pNPP/ 
PMP比を1.0とした場合の能の試料の pNPP/PMP比
の桔対比を求めてみると， pNPPの濃度は関係なく一
定値が得られたことから， pNPP による活性笹の信頼
度を高めるために pNPP濃変は Km植よ担もやや高い 
0.5mmolflとした。これら二基局の陸害の形式の検討
結果は本法の 2種類の基質が AI-P~こ対して競合して
いることを推測させるものである。以上の基礎データ
を基本として設定した本法を用いて各蓮試料に対する 
pNPP/PMP比を求めてみると比は試料の起源によヲ異
なり， その結果は本法で pNPP/PMP比を求めること
により試料中に主として含まれている AI-Pisozymeを
分別できる可能性を示唆している。
試料として車清を主主吊する場合は試料中立 2種類以上
の isozymeが混在している可能性があることから， 2 
試料の混和による pNPP/PMP 1:1::の変動について検討
したところ，本法は小腸型 isozymeの混在によって他
の試料に比較し著しく低い pNPP/PMP比が得られる
ことが分った。このことは試料中に小腸型 isozymeが
僅か混在していても本法によって検出できることを示し
ている。
著者は本原理に基く測定法の応用範屈の拡大を目的と
して以下の 3種類の方法を設定した。
方法(1):緩衝液と基質液を分離した初速度測定法。比
較的高活性値の少数の試料を連巨瀦定する場合に適した
方法で，試薬中における基質の自然水解を避けるため緩
衝液と基質搭液を分離した。
方法(2): 1試薬系の初速度調定法。比較的高活性笹の
多数の試料を同時測定する場合に適した方法で， 1試薬
系とした。
方法的:反tt捧止測定法。初速度法でほ抵 Al・P活性
の試料において十分な感度が得られないことから広範囲
の試料を髄定できることを昌的として反応時間の延長に
よる感度の上昇と定点分析としての反応惇止液の添加を
試みた。反応条件は初速度測定法と同ーの pH10.3と
い反窓停止液の諒加により pNPP/pMPの変化が起
らないことを基本条件とした。したがって反志穿止按の
ベ}スは基質緩信液と同じ AMP(0.3mol/l)を用い
て， AI-Pの強力な競合庖害荊である phosphate(ここ
では NaH2P04)を添加することにより pH10.3の 
AMP-NaH2P04緩衝液とした。この反tt停止波の使用 
iこよ予効果的iこ反ttを樺止し発色の安定性についても溝
足な結果が得られた。なお p-nitrophenolと phenol-
、
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phthaleinの吸光度および pNPPjPMP比は温室変化
によ予変化することから比色には初速度誤，~定法と同一条
件である 370C ~こ温室設定をした Gilford staser m 
Spectrophotometer を使用することにした。方法(3)を
用いて試料の希釈試験による AI・P活性笹の亘線性およ
び pNPPjPMP比を検討した結果から， AI-P総活性が
豆常値から正常盤上援の 3 倍程度まで誤，~定が可能であり
一定の pNPPjPMP比が得られることが判明した。更
に高活性{直の試料については incubation待問の短縮に
より演定が可誌となる。これらのことは本法が広範囲の
試料を測定できる適応性の広さを有することを示してい
る。
コントロ -jレ試料を用いた方法(1)，(2)，(3)の測定精度
はその再喪性データから判訴して罰一試料の pNPPj 
PMP比の変動は95%信頼諒界で士0.1-0.2程震であ
弘通常の活性檀を産接求める方法に比較して著し
く良好である。また本法の原理は単に AI-Pisozyme 
の分別のみならず，複数の基質を痩吊して詞一試験管
内で複数の酵素を測定できる可能性をも示唆してい
る。
議を終るにあたり御指導，得校毘を賜った千葉大学医
学部降矢震教授，終始多大の得後援を項いた三井記念病
院中央検査部長清顕関博士に厚く御礼申し上手ます。本
研究の一部は草生省ガン研究助成金 (53-22) によ予行
われた。その内容の概略は昭和51年第23由日本語床病理
学会総会および第16@J臨床北学シンポジワムに発表し
た。本論文は審査学位論文である。 
SUMMARY 
Serum alkaline phosphatase (AI-P) activity Is 
cu主rentlydetermined in labolatories using one 
synthetic substrate. The author has developed 
a “two substrates-in-one tube" method in which 
two chromogenic substrates，p-nitrophenyl phos-
phate (pNPP) and phenolphthalein monophosph-
ate (PMP) ，are used in one reaction mixture. 
In this method，the sample is added to a sub-
strate-bu宜ersolution and p-nitrophenol librated 
from pNPP by the enzy隠 e reaction is deter-
mined at the wave length of 402nm. Subse-
quently，phenolphthalein librated from PMP by 
the enzyme reaction is determined at 553nm. 
from the data. The concentration of each sub-
strate has been set near its Kmvalue expecting 
a competition for alkaline phosphatase between 
the two. Using this method，pNPPjPMP ratios 
were calculated with each sample. 
The pNPP/pMP ratios obtained from various 
samples were as follows: enzyme extracted 
from human liver，3.5; pediatric patient' sera 
in which the bone-type predominates，3.8-3.9; 
enzyme extracted from human placenta，2.4;and 
enzyme extracted fom human intestinal mucosa. 
0.9. These data suggest that AI-P isozymes 
might be distinguished by the pNPPjPMP主atio. 
The intestinal AI-P isozyme gave an extremely 
low pNPPjPMP ratio and it was suggested that 
the presence of a minute amount of intestinal 
Al-P isozyme could be detected by this method. 
Furthermore，similar two substrate-in-one tube 
method may be developed for other enzymes 
using different substrates in one test tube for 
clinical purposes. 
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